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В данном исследовании была выполнена сравнительная оценка количествен-
ного и качественного содержания примесей в оригинальном и трех генерических 
лекарственных средствах, содержащих клопидогреля бисульфат. Для исследования 
были выбраны генерические лекарственные средства с наибольшим уровнем вариа-
бельности по биофармацевтическим параметрам. Количественное и качественное 
определение примесей клопидогреля выполняли хроматографическим методом с УФ 
детектированием. Для определения содержания R-энантиомера клопидогреля ис-
пользовали энантиоспецифический метод разделения с использованием хиральной 
колонки. По результатам исследования были установлены значимые различия со-
держания идентифицируемых и неидентифицируемых примесей, включая продукт 
энантиомерной инверсии, между генерическими и оригинальным лекарственными 
средствами, что может быть обусловлено существенными различиями по совокуп-
ности биофармацевтических параметров.
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ВВЕДЕНИЕ
Важной составляющей фармацевти-
ческой разработки лекарственной формы 
является обеспечение ее стабильности 
при заданных условиях хранения, что оз-
начает подбор совокупности биофарма-
цевтических факторов, гарантирующих 
сохранение параметров готовой лекар-
ственной формы в рамках спецификации 
и требуемых параметров биодоступности. 
Процесс производства и хранения лекар-
ственных средств (ЛС) сопряжен с риском 
инициации в лекарственной форме раз-
личных физико-химических процессов, 
направленных, в том числе, на разруше-
ние действующего или вспомогательных 
веществ с образованием соединений, от-
личных от них по своим физико-химиче-
ским свойствам и именуемых примесями 
[1]. Образование данных нежелательных 
компонентов даже в незначительных коли-
чествах может оказывать неблагоприятное 
воздействие на параметры эффективности 
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и безопасности ЛС. В соответствии с дей-
ствующими требованиями пути образова-
ния примесей в процессе производства и 
хранения должны тщательно изучаться на 
этапе фармацевтической разработки и ис-
следований стабильности, а их наличие и 
количественное содержание в последую-
щем контролироваться.
Содержащиеся в лекарственной форме 
примеси могут быть разделены на две ка-
тегории: примеси, связанные с процессом 
синтеза действующего вещества, и при-
меси, образующиеся в процессе произ-
водства и хранения готовой лекарственной 
формы в результате различных процес-
сов деградации исходных соединений [2]. 
Особый интерес с точки зрения модели-
рования биофармацевтических факторов 
вызывает именно вторая группа примесей, 
характеризующаяся непосредственной за-
висимостью от различных факторов, в той 
или иной степени влияющих на их каче-
ственные и количественные характери-
стики. Данная зависимость обусловлена 
влиянием биофармацевтических факторов 
на различные механизмы разрушения дей-
ствующего и вспомогательных веществ: 
гидролитический, оксидативный, фото-
литический и термолитический. Так, ис-
пользуемые в ходе производства высокоэ-
нергетические технологические процессы 
могут внести некоторую степень аморфи-
зации в высококристаллический материал, 
повышая тем самым локальные уровни 
влажности и химической активности. Ис-
пользование влажной грануляции наряду 
с температурным режимом также может 
создавать условия, благоприятствующие 
протеканию процессов гидролитической и 
окислительной деградации. Крайне много-
плановым может являться воздействие 
вспомогательных веществ на стабиль-
ность активного ингредиента, поскольку 
являясь, как правило, фармакологически 
неактивными, вспомогательные вещества, 
а также присутствующие примеси могут 
проявлять выраженную химическую ак-
тивность. Механизмы реализации данно-
го воздействия могут включать непосред-
ственное окисление, создание среды, бла-
гоприятствующей протеканию гидролиза, 
каталитическое воздействие на процессы 
деградации и иные. Исходя из этого, обя-
зательным этапом фармацевтической раз-
работки должно являться изучение струк-
туры действующего вещества, возможных 
путей и условий его разрушения и про-
ведение предварительных исследований 
по оценке совместимости со вспомога-
тельными веществами в условиях стресс-
тестов [3].
Влияние процессов деградации на па-
раметры эффективности и безопасности 
ЛС как с точки зрения возможного появле-
ния примесей различного токсикологиче-
ского профиля, так и снижения содержания 
действующего вещества, делает их тща-
тельное изучение и оценку крайне критич-
ными при выполнении технологической 
разработки ЛС, в особенности применяе-
мых при жизнеугрожающей патологии. В 
целях оценки степени влияния различных 
биофармацевтических факторов на пара-
метры стабильности ЛС со свойствами 
физико-химической нестабильности была 
выполнена работа по сравнительному из-
учению количественного и качественного 
содержания примесей в ЛС на основе кло-
пидогреля.
Клопидогрель бисульфат (рису-
нок 1), метил(+)-α-(2 -хлорфенил)-6,7-
дигидротиено-[3,2-с]пиридин-5(4Н)-
ацетат сульфат, относится к классу тиено-
пиридиновых антиагрегантных средств, 
широко используемых с целью предупреж-
дения тромбообразования при коронар-
ных, церебральных и периферических со-
судистых заболеваниях. Антиагрегантное 
действие клопидогреля реализуется за счет 
необратимой блокады АДФ-зависимых 
Р2Y12 рецепторов тромбоцитов, участву-
ющих в процессе агрегации и связывания 
с фибрином. 
Рисунок 1 – Клопидогрель бисульфат
(1)
Клопидогрель характеризуется на-
личием двух стереоизомеров (R и S), при 
этом фармакологически активным яв-
ляется S-стереоизомер. R-стереоизомер 
(рисунок 2) характеризуется отсутствием 
фармакологического (антиагрегантного) 
действия и иным профилем безопасности. 
Содержание R-энантиомера контролиру-
ется в готовом лекарственном средстве как 
примесь С.
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Для клопидогреля описаны пути кис-
лотного, щелочного гидролитического раз-
ложения, окислительной и фотодеградации, 
а также влияние температурного фактора на 
процесс разрушения молекулы [4]. Клопи-
догрель содержит сложноэфирную группу 
и является соединением, легко подвергаю-
щимся гидролизу с образованием фармако-
логически неактивного соединения. 
Продукт гидролиза клопидогреля (ри-
сунок 3) представляет собой деметилиро-
ванное соединение, его образование сни-
жает содержание действующего вещества 
и контролируется в готовой лекарственной 
форме как примесь А. Эксперименталь-
ными данными [5] подтверждена возмож-
ность протекания в лекарственной форме 
клопидогреля энантиомерной инверсии с 
превращением активного S-энантиомера в 
неактивный R-энантиомер. Проблема различной стабильности 
генерических копий клопидогреля уже 
являлась предметом системного изучения 
[5]. Так, группой исследователей под руко-
водством E.Gomez была выполнена оцен-
ка стабильности 18 генерических копий 
клопидогреля по сравнению с оригиналь-
ным лекарственным средством Плавикс, 
в результате которой было установлено, 
что в 60% тестируемых ЛС содержание 
продуктов гидролитического расщепле-
ния и энантиомерной инверсии (примесей 
А и С) более чем в 4 раза превысило со-
держание таковых в оригинальном лекар-
ственном средстве. С точки зрения опти-
мизации фармацевтической разработки 
данного ЛС и обеспечения требуемого 
уровня эффективности  и безопасности на 
протяжении всего срока хранения крайне 
важным представляется определение клю-
чевых биофармацевтических факторов, 
непосредственно влияющих на процессы 
деградации (в том числе гидролитической) 
и энантиомерной инверсии. 
Целью исследования являлось про-
вести сравнительную оценку содержания 
примесей в лекарственных средствах, со-
Рисунок 2 – R-стереоизомер клопидогреля
(2) (1)
(4)
(5)
(3)
Рисунок 3 – Продукт гидролиза 
(деметилированное соединение) 
клопидогреля 
Кроме того, контролируемыми явля-
ются примеси В1 и В2 (рисунок 4), пред-
ставляющие собой позиционные изомеры 
по отношению к клопидогрелю и образу-
ющиеся в процессе его синтеза. С точки 
зрения контроля стабильности действу-
ющего вещества и оценки влияния био-
фармацевтических факторов на процессы 
деградации, особый интерес представляет 
сравнительное определение в выборке ге-
нерических копий примесей А, С и ряда 
неидентифицируемых примесей, являю-
щихся показателями стабильности лекар-
ственной формы в процессе производства 
и хранения.
(1) – клопидогреля бисульфат; 
(4) – позиционный изомер (В
1
); 
(5) - позиционный изомер (В
2
)
Рисунок 4 – Структурные (позиционные) 
по положению 2-ой связи в кольце 
тиофена изомеры, образующиеся 
в процессе синтеза клопидогреля
53
Вестник фармации №2 (64) 2014                                                                         Научные публикации
держащих клопидогреля бисульфат, в за-
висимости от различных биофармацевти-
ческих факторов.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для проведения оценки влияния сово-
купности биофармацевтических факторов 
на стабильность клопидогреля была опре-
делена выборка из трех генерических ЛС, 
имеющих наибольший уровень вариабель-
ности по совокупности биофармацевтиче-
ских параметров, и выполнены исследо-
вания по качественной и количественной 
оценке примесей, включая определение 
неактивного энантиомера. Включенные в 
выборку генерические ЛС характеризова-
лись значительными отличиями по составу, 
физико-химическим и функциональным 
свойствам вспомогательных веществ: про-
изводителями генерических ЛС использо-
валась лактоза, в том числе лактозы моно-
гидрат в качестве наполнителя вместо ман-
нитола, кальция либо магния стеарат в ка-
честве антифрикционных веществ  вместо 
гидрогенизированного касторового масла, 
а также иные комбинации дезинтегрантов. 
Выполненное исследование по оценке эк-
вивалентности in vitro [10] показало значи-
мые отличия между оригинальным и гене-
рическими ЛС в оцениваемой выборке по 
кинетике растворения, что свидетельствует 
об имеющихся также отличиях в техноло-
гии производства данных ЛС.
Образцы и реагенты. В качестве пре-
парата сравнения использовали ориги-
нальное лекарственное средство Плавикс 
(клопидогрель), таблетки 75 мг, производ-
ства SANOFI WINTH ROPIN DUSTRIE, 
Франция (серия 1А118). Для оценки влия-
ния биофармацевтических факторов на ка-
чественные и количественные параметры 
определяемых примесей  использовали 
три генерических ЛС: генерическое ЛС 1 
(Республика Беларусь), генерическое ЛС 
2 (Украина), генерическое ЛС 3 (Индия). 
В качестве стандартного образца клопи-
догреля бисульфата  использовали стан-
дартный образец производства «Arti Drugs 
Ltd» (Индия), 99,97% чистоты. 
При выполнении качественного и ко-
личественного определения примесей в 
выборке ЛС использовали следующие ре-
агенты: ацетонитрил для ВЭЖХ, чистота 
более 99,8% (производство Merck KGaA 
(Германия); хлористоводородная кисло-
та, калия хлорид, фосфорная кислота, 
калия дигидрогенфосфат квалификации 
«х.ч.» или «ч.д.а». При проведении испы-
тания использовали воду дионизованную, 
полученную с использованием установ-
ки очистки и деионизации Simplisity UV 
System, Millipore, Франция (сопротив-
ление не менее 18 Moм, ТОС не более 5 
мкг/л, микроорганизмы менее 1 CFU/мл).
Оборудование. Хроматографиче-
ский анализ выполняли с использованием 
жидкостного хроматографа Agilent 1290 
Infinity, включающего 2-х градиентный 
насос, термостатируемый автосамплер, 
термостат колонок, диодно-матричный де-
тектор со стандартной кюветой. При рабо-
те с получаемыми данными использовали 
программное обеспечение Open Lab для 
управления, сбора и обработки данных. 
Хроматографирование выполняли с ис-
пользованием хиральной хроматографиче-
ской колонки UltronES-OVM, диаметром 
4.6 мм × 150 мм, зернением частиц 5 мкм. 
Хроматографические условия опре-
деления. В качестве элюента использова-
ли смесь из 75% ацетонитрила и 25% 0,01 
М калия дигидроненфосфата. Скорость 
потока составляла 1 мл/мин, температура 
термостата колонок – 40°, объем вводимой 
пробы – 1 мкл. Данные условия хромато-
графирования являются оптимальными 
для разделения примесей клопидогреля c 
использованием данной колонки [6-8]. Де-
тектирование выполняли в УФ диапазоне 
при длине волны 220 нм, ширина оптиче-
ской полосы – 16 нм. Время удерживания 
клопидогреля – 2,839 мин (RSD=0,4 %). 
Общее время одного анализа не превыша-
ло 4 мин. Валидация используемой мето-
дики анализа была выполнена в химико-
аналитическом отделе Республиканской 
клинико-фармакологической лаборатории 
УП «Центр экспертиз и испытаний в здра-
воохранении» МЗ РБ. Валидация включала 
определение специфичности, линейности, 
правильности, прецизионности, робаст-
ности (стабильность времен удерживания, 
симметрии/асимметрии, хроматографи-
ческой эффективности) [9]. Тест пригод-
ности хроматографической системы был 
выполнен с определением относительных 
времен удерживания исследуемых приме-
сей по отношению к времени удерживания 
клопидогреля и разрешении пиков иссле-
дуемых примесей и клопидогреля.
Подготовку образцов для определения 
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примесей в ЛС осуществляли следующим 
образом. Определяли взвешиванием сред-
нюю массу 5 таблеток (таблица 1). Затем 
пять таблеток каждого ЛС тщательно из-
мельчали растиранием и отбирали по две 
навески измельченного порошка, эквива-
лентных массе одной таблетки каждого 
ЛС и соответственно 75 мг клопидогреля. 
Навески растворяли в метаноле в колбе 
вместимостью 25 мл. Полученные раство-
ры фильтровали, отбирали 1,6 мл полу-
ченного раствора и разбавляли метанолом 
в мерной колбе вместимостью 10 мл. Рас-
четная концентрация клопидогреля в рас-
творе составляет 0,48 мг/ мл. Полученные 
растворы анализировали на содержание 
примесей. Однородность массы оценива-
ли путем взвешивания 5 таблеток каждого 
из анализируемых ЛС.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Однородность массы. Полученные 
результаты (таблица 1) свидетельствовали 
о соответствии тестируемых образцов тре-
бованиям нормативного документа [11].
Оценка пригодности хроматогра-
фической системы. Данные, полученные 
при проведении теста пригодности систе-
мы, приведены в таблице 2 и на рисунках 
5 и 6.
Полученные значения соответствуют 
требованиям USP- 32 и позволяют  иден-
тифицировать наличие примесей в ЛС.
Таблица 1 – Средняя масса таблеток при определении примесей в лекарственных 
средствах на основе клопидогреля
Масса таблеток, мг (n=5)
Плавикс Генерическое ЛС 1 Генерическое ЛС 2 Генерическое ЛС 3
249,8 208,9 262,4 305,8
245,8 210,0 265,9 298,8
252,4 208,6 259,2 303,8
244,9 210,3 257,7 298,9
258,7 205,1 260,5 303,7
Ср. =250,3 Ср. = 208,6 Ср. = 261,1 Ср. = 302,2
Откл. = 5,6 Откл. = 2,1 Откл. = 3,2 Откл. = 3,2
RSD,% = 2,2 RSD,% = 0,99 RSD,% = 1,2 RSD,% = 1,0
Таблица 2 – Пригодность хроматографической системы при разделении примесей в ЛС 
на основе клопидогреля
Наименование 
соединения
Время удерживания, мин
(n=2-3)
Относительное время 
удерживания
Разрешение
Примесь В1 5,936; 5,942; 5,949
Ср. знач.= 5,942 (RSD=0,11%)
0,84 2,922
Клопидогрель 7,066; 7,081; 7,088
Ср. знач.= 7,078 (RSD=0,16%)
1,00 -
Примесь В2 7,984; 7,996; 7,999
Ср. знач.=7,993 (RSD=0,09%)
1,13 -
Примесь А 3,996; 3,998
Ср. знач.= 3,997 (RSD=0,035 %)
0,56 -
Примесь С 12,750; 12,722
Ср. знач.= 12,736 (RSD= 0,155 %)
1,8 -
Оценка количественного содержа-
ния примесей в тестируемых ЛС. Резуль-
таты оценки качественного и количествен-
ного содержания примесей в тестируемых 
клопидогрельсодержащих ЛС приведены 
в таблице 3.
В отношении примеси А (продукта 
гидролитического расщепления) выявле-
но 11-кратное превышение ее содержания 
в генерических ЛС 1 и 2 по сравнению с 
оригинальным ЛС. В генерическом ЛС 3 
содержание данной примеси превысило 
таковое в оригинальном ЛС в 5 раз. Со-
держание неактивного энантиомера (при-
месь С) варьировало в генерических ко-
пиях существенно, превышая таковое в 
оригинальном ЛС от 3,4 (генерическое ЛС 
1) до 4,9 раз (генерическое ЛС 2). Общее 
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Рисунок 5 – Хроматографическая пригодность 
разделения клопидогреля и примесей B1 и B2
Рисунок 6 – Хроматографическая пригодность 
разделения клопидогреля и примесей А и С
Таблица 3 – Содержание примесей в исследуемых ЛС
Наименование примеси Площади пиков примесей
Плавикс Генерическое 
ЛС 1
Генерическое 
ЛС 2
Генерическое 
ЛС 3
Примесь A 1,9 21,8 21,3 9,5
Примесь В1 6,1 22,1 3,6 0,74
Примесь В2 - - - -
Примесь С 25,5 87,3 126 7,3
Сумма площадей 
идентифицируемых примесей
33,5 131,2 150,9 17,5
Сумма примесей тестируемых ЛС 
по отношению к ЛС Плавикс
1 3,9 4,5 0,52
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содержание идентифицируемых примесей 
превысило референтные значения в 3,9 
(генерическое ЛС 1) и 4,5 (генерическое 
ЛС 2) раза, для генерического ЛС 3 соот-
ношение 0,52 обусловлено более низким 
содержанием примеси С при превышении 
содержания примеси А. Обращает на себя 
внимание (рис. 10) наличие и значитель-
Рисунок 7 – Совмещенные хроматограммы примесей клопидогреля генерического ЛС 1
Рисунок 8 – Совмещенные хроматограммы примесей клопидогреля генерического ЛС 2
Рисунок 9 – Совмещенные хроматограммы примесей клопидогреля генерического ЛС 3
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ное содержание в генерических копиях 
ряда неидентифицируемых примесей в 
зоне примеси А (продукта гидролитиче-
ского разложения), что может свидетель-
ствовать о наличии ряда иных примесей, 
представляющих собой продукты разло-
жения клопидогреля. Исследовательской 
группой под руководством A. Mohan [4] 
была определена структура одной из неи-
дентифицируемых примесей клопидогре-
ля, выявляемая в зоне близкой к примеси 
А, обозначенная как примесь Д и являю-
щаяся продуктом окисления клопидогре-
ля. Для генерических ЛС 1 и 2 характерно 
наибольшее содержание неидентифициро-
ванных примесей в данной зоне, практиче-
ски не определяемых в оригинальном ЛС.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследо-
вания было установлено существенное 
(от 5 до 11 раз) превышение содержания 
продукта гидролитического расщепления 
(примеси А) в генерических ЛС, содержа-
щих клопидогрель, по сравнению с ориги-
нальным лекарственным средством. Со-
держание неактивного R-энантиомера пре-
высило таковое значение в оригинальном 
лекарственном средстве от 3,4 до 4,9 раз 
в генерических ЛС 1 и 2, соответственно. 
Существенные отличия по качественному 
и количественному содержанию неиденти-
фицированных примесей в зоне идентифи-
кации продуктов окислительной и гидро-
литической деградации также определены 
для генерических копий 1 и 2. Полученные 
данные согласуются с данными других ис-
Рисунок 10 – Совмещенные хроматограммы примесей клопидогреля ЛС Плавикс
следователей [5], выявлявших существен-
ную вариабельность по данному показате-
лю стабильности в выборке генерических 
ЛС, содержащих клопидогрель. 
Таким образом, выявленные в ходе 
данного исследования различия в содер-
жании продуктов разложения и энантио-
мерной инверсии в выборке генерических 
копий, характеризующихся определенны-
ми отличиями по совокупности биофарма-
цевтических параметров, свидетельствуют 
о важности тщательного изучения на этапе 
фармацевтической разработки совмести-
мости действующего вещества со вспомо-
гательными веществами, а также путей и 
условий его деградации в особенности в 
случае соединений, характеризующихся 
свойствами физико-химической неста-
бильности. 
SUMMARY
S.B. Setkina, О.M. Khishova, 
L.V. Zubkevich, А.V. Kaplin, Е.V. Kaplina
COMPARATIVE TESTING OF 
THE CONTENT OF IMPURITIES 
IN MEDICINES CONTAINING 
CLOPIDOGREL BISULPHATE
In this study the comparative evaluation 
of qualitative and quantitative content of im-
purities in three clopidogrel bisulphate-con-
taining generic copies in compare with the 
innovator drug product has been performed. 
For comparative testing the generic products 
with the highest variability on the biopharma-
ceutical parameters were chosen. Chromato-
graphic method with UV detection was used 
for qualitative and quantitative determination 
58
Вестник фармации №2 (64) 2014                                                                         Научные публикации
of the impurities. An enantiospecific method 
with use of the chiral column was applied for 
separation of R-enantiomer of clopidogrel. 
By study results significant difference in the 
content of identified impurities, including the 
product of enantiomer inversion, was identi-
fied between the innovator and generic prod-
ucts, that could be realted to differences in 
several biopharmaceutical parameters. 
Keywords: clopidogrel, impurities, biop-
harmaceutical factors.
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